



































Effect of mechanical stimulation and caffeine on lipolysis in vitro
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In this experiment, we investigated the effects of mechanical stimulation and caffeine on lipolysis 
in the adipocyte culture cell. Caffeine (0μg/mℓ, 50μg/mℓ, 100μg/mℓ) which promotes lipolysis, 
was added to the culture medium (10%FBS, DMEM) respectively. Adipocytes underwent repeated 
mechanical irritation by Flexer cell strain unit to observe the effect on the lipolysis of mechanical 
stimulation. We measured glycerol in a culture medium to confirm the lipolysis. Adipocyte were 
stained for lipolysis responses by Oil Red O. The effect of caffeine on lipolysis was slightly 
observed, but a significant effect statistically was not observed. On the other hand, mechanical 
stimulation increased lipolysis in the adipocyte culture cells. Influences of a combination of 
mechanical stimulation and caffeine on lipolysis were examined. The results of these experiments, 
the effect of mechanical stimulation on the lipolysis was outstanding, but was scarcely effected 
by caffeine. That is, direct mechanical stimulation was effective in increasing the burning of fat. 























FLEXER CELL STRAIN UNIT FLEXCELL Ltd.
・ODYSSEY　株式会社エムエス　テクノシステム














1）Adipogenesis Assay kit:Cayman Chemical Company
　3T3-L1 細胞（脂肪前駆細胞）の分化を誘導するた
めの試薬が含まれている。脂肪生成の誘導や阻害の研
究に用いることができる。また、脂肪滴を Oil Red O 
溶液で染色し、脂肪生成の度合いを確認できる。
⑥分化誘導剤＞









・Lipid Droplets Assay Fixative（10X）
・Fixative（10X）5mℓに、PBS を45mℓ加えて調整する。
・Lipid Droplets Assay Wash Solution
・Lipid Droplets Assay Oil Red O Solution
→Oil Red O Solution:純水＝4:6になるように調整する。












・Free Glycerol Assay Reagent（10X）
　キットに含まれている Free Glycerol Assay Reagent　
1本に対して純水を 5mℓ加え、溶かす。
２－２．細胞の培養実験







　 a ） 約半分程度融解したことを確認したら、湯浴か
ら取り出し、アンプルを攪拌させながら、余熱
ですべて融解する。
　 b ） 15mℓの遠沈管に細胞浮遊液を全量移し、10％
FBS を含む DMEM 培地を 5mℓ加え、数回ピ
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ペッティングしたのち 1000rpm で 2 分間遠心
する。
　 c ） 上清を取り除き、培地を 2mℓ添加し、細胞数を
計測する。





　 e ） コンフルエントに達したことを確認後、分化誘
導を開始するまでさらに 2日間培養を行なう。
　 f ） 培地を除き、脂肪分化誘導培地に交換し、3 日
間培養し、脂肪細胞へと分化誘導する。






培地を除去し Oil Red O 溶液で、細胞の染色する。さ








4 ）脂肪細胞の Oil Red O 染色
　 a ）ウェル中の培地を取り除く。
　 b ） すべてのウェルに Lipid Droplets Assay Fixative 
600μℓ加え、室温で 15 分間インキュベートす
る。
　 c ）Wash Solution にて、ウェルを 2回洗う。
　 d ）プレートを完全に乾かす。
　 e ） Oil Red O working Solution　600μℓを全てのウェ
ルに加え、15 分間インキュベートする。
　 f ） Oil Red O working Solution を除き、細胞を蒸留
水でピンク色が消えるまで洗う。
　 g ） Wash Solution でウェルを素早く 2 回洗った後、
完全に乾かす。




　 b ） 新しい 96well プレートを用意し、1 つの検体に
対して 3つのウェルを使う。
　 c ） 検量線を作成するために、チューブ①から⑥の
ように 25μℓずつウェルに加える。
　 d ） 1）で得られたサンプルを 25μℓずつウェルに加
える。
　 e ） 調整した Free Glycerol Assay Reagent 試薬を 100ℓ
ずつ、全てのウェルに加える。
　 f ）室温で 20 分インキュベートする。












図１　Flexer Cell Strain Unit






（図２）、カフェイン添加量 0μg/mℓ群は 274 ± 31.7、

















カフェイン添加 0μg/mℓ群で 136.13 ± 10.571μg/mℓ、




械的伸展刺激群で 274.2 ± 31.71、機械的伸展刺激群
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Hashimoto ら 6）は、in vitro の実験で、カフェイン添
加により脂肪分解の代謝産物であるグリセロールと脂
肪が培地で増加すると報告している。その際、ホルモ

































1 ） Bracco D, Ferrarra J-M, Arnaud MJ, Jéquier E, Schutz Y. 
Effects of caffeine on energy metabolism, heart rate and 
methylxanthine metabolism in lean and obese women. Am J 
Physiol 1995; 269: E671-8.
2 ） Astrup A, Buemann B, Christensen NJ, et al. The effect of 
ephedrine/caffeine mixtures on energy expenditure and body 
composition in obese women. Metabolism 1992; 41: 686-8.
3 ） Bellet S, Kershbaum A, Finck EM. Response of free fatty 
acids to coffee and caffeine. Metabolism 1968; 17: 702-7.
4 ） Butcher RW, Baird CE, Sutherland EW. Effects of lipolytic 
and antilipolytic substances on adenosine 3,5-monophosphate 




6 ） Hashimoto T1, Sato K, Iemitsu M. Exercise-inducible factors 
to activate lipolysis in adipocytes. J Appl Physiol （1985）. 
2013 Jul 15;115（2）:260-7.
7 ） Murosaki S1, Lee TR, Muroyama K, Shin ES, Cho SY, 
Yamamoto Y, Lee SJ.
　　 A combination of caffeine, arginine, soy isoflavones, and 
L-carnitine enhances both lipolysis and fatty acid oxidation 
in 3T3-L1 and HepG2 cells in vitro and in KK mice in vivo. J 
Nutr. 2007 Oct;137（10）:2252-7.
〔原著論文〕実践女子大学　生活科学部紀要第 54 号，2017 35
